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Die Erfindung betrifft die Verwendung von Amidopyrylium-Verbindimgen als Markierungsgruppen in Verfahren zum Nachweis von 
Analyten sowie neue Amidopyrylium- Verbindungen, 
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Neue Amidopyrylium-Fluoreszenz-Farbstoffe 

Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft die Verwendung von Amidopyrylium-Verbindungen als 
Markierungsgruppen in Verfahren zum Nachweis von Anaiyten sowie neue 
Amidopyrylium-Verbindungen. 

Xanthene zahlen zu den lange bekannten und gut erforschten 
10 Fluoreszenzfarbstoffen. Ein verwandter Farbstoff mit abgewandeftem 
GrundgerUst, das 3 t 10-Bis-(dimethylamino)-5-methyl-6-oxo-6H[1]-benzo- 
pyrano[3,2-c]chinoliniumkation, wurde von H. Harnisch, Liebigs Ann. Chem. 
751, 155-158 (1971) t beschrieben. 

is Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Pyranen wurden derartige Verbindungen von 
K.H. Drexhage, Structure and Properties of Laser Dyes, in: F.P. SchSfer, 
Topics in Applied Physics, Vol, I, Dye Lasers, Springer-Verlag, Berlin, 
Heidelberg, New York, 1973, auch als Amidopyrylium-Verbindungen 
bezeichnet. In dieser VerOffentiichung werden weitere als Farbstoff 140 und 

20 141 bezeichnete Amidopyrylium-Verbindungen beschrieben. Ein Hinweis auf 
die Verwendung von Amidopyrylium-Verbindungen als Fluoreszenz- 
Markierungsgruppen in der Analytik findet sich nicht in der Literatur. 

Bisher in der chemischen, medizinischen und biologischen Analytik 
25 verwendete Fluoreszenzfarbstoffe absorbieren meist im Bereich < 600 nm. 
Daraus ergeben sich bei einer Verwendung als Markierungsgmppe, 
insbesondere bei biologischen Systemen, gravierende Nachteile: Fur 
diagnostische Systeme ist es zweckmSliig, preisgunstige Lichtqueilen wie 
z.B. Laserdioden (635 bzw. 680 nm) oder Helium-Neon-Laser {633 nm) 
30 einsetzen zu konnen. Um eine wirksame Anregung eines 
Fluoreszenzfarbstoffs zu gew§hrfeisten, sollte sein Absorptionsmaximum 
moglichst in der Nahe der Emissionswellenlange der verwendeten 
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Lichtquelle liegen. Dies ist jedoch bei den bekannten Farbstoffen oftmals 
nicht gegeben. Ferner uberschneiden sich in vieten Fallen die 
Absorptionsspektren der bekannten Farbstoffe mit der Absorption 
fluoreszierender Substanzen aus bioiogischen Systemen, Es ist daher 
5 wunschenswert Fluoreszenzfarbstoffe ohne die genannten Nachteiie ftir 
einen zuverlassigen und genauen Nachweis eines Analyten in einem 
bioiogischen System bereitzustellea 

Zur Verwendung a!s Markierungsgruppe in Nachweisverfahren fur Analyten 
10 ist neben einer einfachen und zuverlassigen Nachweisbarkeit eine gute 
Loslichkeit in verschiedenen LGsungsmitteln, insbesondere in wassrigen 
Systemen, notwendig. Weiterhin sollten derartige Verbindungen einfach und 
kostengunstig herzustellen sein und eine gute Haltbarkeit, d.h. 
Lagerfahigkeit, aufweisen. 

15 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand somit darin, geeignete 
Fluoreszenzfarbstoffe zur Verwendung als Markierungsgruppe fur Verfahren 
zum Nachweis von Analyten bereitzustellen T die insbesondere 
Absorptionsmaxima aufweisen, die den Einsatz von kostengunstigen 
20 Lichtquellen erlauben, aulierhalb des Absorptionsbereichs von in 
bioiogischen Proben enthaltenen Stoffen absorbieren, gute Loslichkeit zeigen 
oder/und sich durch eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute auszeichnen, 
urn die Nachteiie des Standes der Technik zumindest teiiweise zu 
vermeiden, 

25 

Diese Aufgabe wurde gelost durch die Verwendung von Verbindungen der 
allgemeinen Formel I 
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a!s Markierungsgruppen in einem Verfahren zum Nachweis eines Analyten, 
wobei 

Y Sauerstoff oder N-R 8 bedeutet, 

5 Ri, R2. R3 und R 8 bei jedem Vorkommen unabhangig Wasserstoff, eine 
Phenyl-, eine Phenylalkylgruppe mit 1-3 OAtomen in der Alkylkette, eine 
Polyether- oder eine Kohlenwasserstoffgruppe mit bis zu 20 C-Atomen, 
vorzugsweise mit bis zu 6 C-Atomen, bedeuten, die gegebenenfalls einen 
oder mehrere Substituenten, vorzugsweise ausgewahlt aus Halogenen. 

10 Hydroxy-, Amino-, Sulfo-, Carboxy-, Carbonyl-, Alkoxy- oder/und 
Alkoxycarbonylgruppen, enthalten kann, oder einer oder mehrere der Reste 
R1. R2, R3 und Ra mit einem benachbarten Substituenten ein Ringsystem 
bilden, R4, R5, Re und R 7 jeweils unabhangig Wasserstoff, Halogen, Phenyl, 
eine Hydroxy-, Amino*, Sulfo- oder Carboxygruppe oder eine 

15 Kohlenwasserstoffgruppe mit bis zu 15 C-Atomen bedeuten, wobei die 
Kohlenwasserstoffgruppen Alkyh Alkenyl-, Alkinyh Cycloalkyh Aryl- 
oder/und Heteroarytreste umfassen und gegebenenfalls jeweils einen oder 
mehrere Substituenten, vorzugsweise ausgewahlt aus Halogenen, Hydroxy-, 
Amino-, Sulfo-, Carboxy-, Aldehyd-, Alkoxy- oder/und 

20 Alkoxycarbonylgruppen, enthalten konnen, 

wobei einer oder mehrere der Reste R4, Re und R 7 mit einem benachbarten 
Substituenten ein Ringsystem bilden konnen, 

Cyc einen organischen Rest bedeutet, der ein Ringsystem ausgewahlt 
aus arornatischen, heteroaromatischen, chinoiden oder/und 
25 cycioaliphatischen Ringen umfa&t, das gegebenenfalls einen oder 

mehrere Substituenten, vorzugsweise ausgewahlt aus Halogenen, 
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Amino-, Hydroxy-, Sulfo-, Carboxy-, Aldehyde Alkoxy- oder/und 
Alkoxycarbonylgruppen, enthalten kann, und 
X gegebenenfalls zum Ladungsausgleich vorhandene Anionen 
bedeutet, 

5 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel i konnen afs Markierungsgruppen 
in Verfahren zur qualitativen oder/und quantitativen Bestimmung eines 
Analyten verwendet werden. Die Bestimmung kann in wassrigen 
Flussigkeiten, z,B, Proben von Korperflussigkeiten wie etwa Blut, Serum, 
10 Plasma oder Urin, Abwasserproben Oder Lebensmitteln, durchgefuhrt 
werden. Das Verfahren kann sowohl als Nafitest, z.B. in einer Kuvette, oder 
als Trockentest auf einem entsprechenden Reagenztrager durchgefuhrt 
werden. Die Bestimmung der Analyten kann dabei uber eine einzige 
Reaktion oder durch eine Sequenz von Reaktionen erfolgen. 

15 

Oberraschenderweise zeigte die Verwendung von Verbindungen der 
allgemeinen Formel I sehrgute Ergebnisse in chemischen und insbesondere 
in medizinischen und biologischen Nachweisverfahren zur Bestimmung eines 
Analyten. 

20 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I konnen in alien bekannten 
chemischen, medizinischen und biologischen Nachweisverfahren, in denen 
Fluoreszenzfarbstoffe als Markierungsgruppe geeignet sind, verwendet 
werden. Derartige Verfahren sind dem Fachmann bekannt und mussen 
25 deshalb nicht weiter ausgefuhrt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Verbindung der 
allgemeinen Formel I kovalent an einen filr den nachzuweisenden Analyten 
spezifischen Rezeptor gekoppelt Der spezifische Rezeptor ist jede 
30 geeignete Verbindung oder jedes geeignete Moiekul, vorzugswetse ist es ein 
Peptid, Polypeptid oder eine Nukleinsaure. Die Verbindungen I oder 
Konjugate dieser Verbindung k6nnen beispielsweise in Nukleinsaure- 
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Hybridisierungsverfahren oder immunchemischen Verfahren verwendet 
werden. Derartige Verfahren sind beispielsweise beschrieben in Sambrook et 
aL, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 1989, Cold Spring Harbor 

5 Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand darin, neue 
Amidopyrylium-Verbindungen bereitzustellen, die insbesondere zur 
Verwendung als Markierungsgruppe in Nachweisverfahren von Analyten 
geeignet sind und die Nachteile des Standes der Technik zumindest teilweise 
vermeiden. 



Diese Aufgabe wurde gelSst durch eine Verbindung der allgemeinen Formel I 



15 Y t R1-R7 und Cyc die in Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen besitzen, 
X gegebenenfalls zum Ladungsausgleich vorhandene Anionen bedeutet, 
mit der Mafigabe, daft wenn Y Sauerstoff, R 1s R 2 und R 3 Methyl und R4, R5, 
R 6 und R 7 Wasserstbff sind, 
Cyc keine Strukturder Formeln ll oder III 



10 




R5 0 



Cyc 



wobei 




II 



CH 3 



20 
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aufweist. 

Ein Vorteil der Verbindungen I ist, daft durch eine fast beliebige 
5 Substituentenvariation die Eigenschaften einzefner Verbindungen, z.B, die 
spektroskopischen Eigenschaften, die Lage der Absorptionsmaxima, die 
Loslichkeitseigenschaften, die Fluoreszenzabklingzeit und die Hohe der 
Quantenausbeute t stark variiert und somit wie gewunscht ausgewahlt 
werden konnen. Auf diese Weise konnen Interferenzen mit Storsubstanzen in 

10 Proben, wie etwa Serum, Blut oder Plasma etc., vermindert oder sogar ganz 
vermieden werden. Die Herstellung der Verbindungen I kann nach an sich 
bekannten Methoden auf einfache und kostengunstige Weise erfolgen, wie in 
den nachfolgenden Beispieien erlautert wird. Ferner sind die Verbindungen 
unproblematisch handhabbar. Ein weiterer Vorteil der Verbindungen I ist die 

15 grofie Stokes-Verschiebung der Fluoreszenz, wodurch eine gute Abtrennung 
der Anregungsstrahlung ermoglicht wird, Weiterhin zeichnen sich die 
Verbindungen durch eine hohe Stabilitat aus, was sich insbesondere positiv 
auf ihre Lagerfahigkeit auswirkt. / 

20 Bevorzugt bedeutet Y Sauerstoff oder/und R 5 umfalit ein aromatisches, 
gegebenenfalls substituiertes Ringsystem. 

Die Verbindungen weisen vorzugsweise eine zur kovalenten Kopplung fahige 
Gruppe auf, z.B. -COOH, -NH 2$ -OH oder/und -SK Uber diese 
25 Kopplungsgruppe kann die Verbindung nach bekannten Methoden an einen 
Trager oder/und an ein Biomolekul gekoppelt werden. A!s Trager kann jedes 
geeignete Material ausgewahlt werden, z.B. pordses Gtas, Kunststoffe, 
lonenaustauscherharze, Dextrane, Cellulose, Celluiosederivate oder/und 
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hydrophile Polymere. Die Biomolekule werden vorzugsweise ausgew§hlt aus 
Peptiden t Polypeptide^ Nukleotiden, Nukleosiden, Nukleinsauren, 
Nukleinsaureanaloga oder/und Haptenen. 

5 Oberraschenderweise werden das Absorptionsmaximum und die 
Fluoreszenzquantenausbeute durch eine Kopplung der erfindungsgemafJen 
Verbindungen an die oben genannten TrSger und Biomolekiile nicht 
wesentlich verandert. 

10 In einer bevorzugten Verbindungsktasse sind Ri mit R7 oder/und R 2 mit R4 
verbriickt und biiden eine Ringsystem, insbesondere mit 5- oder 6-gliedrigen 
Ringen. In einer besonders bevorzugten Verbindungsklasse weist Cyc in 
Formel I eine Struktur der Formeln IV, V oder VI 




IV 



15 
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auf, wobei Ri 1 , R2 und R3' wie Ri, R 2 unci R 3 oben definiert sind und R9-R11 
wie R4-R7 oben definiert sind. 

5 

In einer weiteren bevorzugten Verbindungsklasse sind RV mit Rn oder/und 
R 2 ' mit R10 verbruckt und bilden ein Ringsystem, insbesondere einen 5- oder 
6-gliedrigen Ring. 

10 Beispiele fur besonders bevorzugte Verbindungsklassen sind in den 
allgemeinen Formein Vila bis f dargestellt: 




15 
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Vile 




Vlld 




Vile 
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10 

die gestrichelten Linien gegebenenfalis Doppelbindungen bedeuten, bei 
deren Vorhandensein die uber eine gestrichelte Linie gebundenen Reste R 
fehlen, 

X, Y, R 1f R 2 , R3, R1 1 . R2' und R 3 ' wie oben definiert sind und R jeweils 
5 unabhangig wie R4 oben definiert ist 

Konkrete Beispiele fur erfmdungsgemafte Verbindungen sind in der 
folgenden Tabelle 1 dargestellt 
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Tabelle 1 ErfindungsgemaBe Amidopyrylium-Verbindungen 

Spektrale Daten in Ethanoi: 
X A : Absorptionsmaximum 
Xp: Fluoreszenzmaximum 
5 Q F : Fluoreszenzquantenausbeute 





Struktur 


Xa / nm 


Xf / nm 


Qf / % 


1 




595 


650 


21 


NK 9 


0 

li CH, 
CH 3 








2 




609 


668 


11 


NK 1 


0 








3 




595 


650 


34 


NK 8 


D 








4 




609 


663 


19 


NK 5 


0 








5 




596 


651 


31 


JA 227 


0 

; (CH 2 ) 3 ^s^^ 
C0jC 4 H s CH S 
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12 



6 
141 


0 

^ ^ /\ A. /CH 3 

i 

CH 5 


602 


646 


47 


7 

JA 230 


0 


613 


665 


31 


8 

JA 226 


i h Wx-W^ CH ^ 
CH 3 


613 


664 


37 


9 

! JA 228 




628 


675 


24 | 


10 
NK6 






oou 


91 


11 

Ml/ A 
I N rv *+ 


0 


522 


605 


21 
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14 



18 

I NK 14 


^T^ Vs 'C0 2 H 

H ^ N AAoVL 


603 


665 


14 


19 

NK 15 


i 


597 


642 


51 


20 
NK 16 


_ JL JL ^CHj 


608 

■3 


660 


30 


21 
NK 19 


I 


573 


j 635 


17 


22 
NK20 




589 


665 


9 



WO 00/64987 



PCTYEP00/03569 



15 



23 
NK21 


CHj W-^COjH 


608 


655 


44 


24 
NK22 


CHj ^V^C0 2 H 


622 


675 


25 


25 
NK 10 


CI 

CH 5 CI-^^y^^^COjH 


640 


695 


15 


26 
NK26 


C> 

ckJ^^ci 

CH 3 CI-^V^COaH 


661 


716 


10 


27 
NK 17 


CI 

C,H S kA^«3 


617 


672 


20 
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Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele naher erlautert. Die 
Abbildungen 1 , 2 und 3 zeigen die Absorptions- und Ftuoreszenzspektren der 
erfindungsgematien Verbindungen JA 227 (5), NK 13 (16) bzw, NK 14 (18). 
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Beispiele 

Herstellung der Amidopyrylium-Verbindungen 
5 A. Farbstoffe mit R 5 = H 

Die Synthese der Vorprodukte erfolgt analog zur Synthesevorschrift von 
Harnisch und Brack (Liebigs Ann. Chem. 740 (1970), 164 - 168). Die 
Farbstoffsynthesen werden bei einer auf 100 °C verringerten 
10 Reaktionstemperatur durchgefuhrt. Sie werden exemplarisch anhand der 
Strukturen 5 (J A 227) und 15 (JA 210) beschrieben. Die Darstellung der Edukte 
ist im nachfolgenden Beispiel enthalten oder literaturbekannt. 

15 Verbindung J A 21 0 

1. Stufe; 

Q-EthyM-hydroxy-ej.S.Q-tetrahydro-IH-pyridop.S-glchinol^-on 

20 3,5 g 7-Amino-1-ethyl-1,2,3 t 4-tetrahydrochinolin und 3,7 g Malonsaurediethyl- 
ester werden auf 180 - 190°C erhitzt. Ober eine Kolonne (Lange: 10 cm; 
Durchmesser: 0,5 cm) wird solange Ethanof abdestiliiert, bis sich im Kolben ein 
Feststoff gebitdet hat. Der Feststoff wird in 30 mi Aceton verruhrt, abgesaugt 
und der Niederschlag mit Methanol gewaschen. Der Niederschlag wird uber 

25 Phosphorpentoxid getrocknet. 
Ausbeute: 20 g 
1 H-NMR-Daten in CDCI 3 : 

6 1,1 (T, 3H, -CH 3 ); 1,8 (M, 2H, -CH2-); 2,7 (T r 2H, Ar-CH 2 -); 3,2 - 3,4 (M, 4H, 2 
x N-CH 2 -); 5,4 (S, 1H, -=CH-); 6,4 (S, 1H, ArH); 7,3 (S, 1H, ArH); 10,5 (S. 1H, - 
30 NH); 10,6 (S, 1 H, -OH) 
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2. Stufe: 

9-Ethy!-4-methoxy-1-methy!-6,7,8,9-tetrahydro-pyrido[2,3-g]chino!-2-on 

2 g (8,2 mmol) 9-Ethyl-4-hydroxy-6,7,8,9-tetrahydro-1 H-pyrido[2,3-g]chinol-2-on 
werden in 25 ml Dimethylformamid suspendiert und mit 6,7 g (0,12 mol) 
Kaliumhydroxid versetzt. Dazu tropft man bei max. 60 °C 8,6 g (0,07 mol) 
Dimethylsulfat (Kiihlung mit Eis/Kochsalzbad). Die Suspension wird in 200 ml 
Wasser ausgetragen. Es bildet sich ein gut filtrierbarer Niederschlag, der 
abgesaugt und getrocknet wird. 
Ausbeute: 1 .8 g 
Smp.: 208 °C unter Zersetzung 
1 H-NMR-Daten in CDCI 3 : 

6 1 .2 (T, 3H, -CH 3 ); 1 ,9 (M, 2H, -CH 2 -); 2,8 (T, 2H, Ar-CH 2 -); 3,2 - 3,4 (M, 4H, 2 
x N-CH 2 -); 3,6 (S, 3H, -CH 3 ); 3,8 (S, 3H, -OCH 3 ); 5,8 (S, 1H, =CH-); 6,3 (S, 1H, 
ArH); 7,4 (S, 1H, ArH) 

3. Stufe: 

9-Ethyl-4-hydroxy-1-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-pyrido{2,3-g]chinol-2-on 

0,5 g (1,8 mmol) 9-Ethyl-4-methoxy-1-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-pyrido[2,3- 
g]chinol-2-on werden in 5 ml 10 %-iger Salzsaure 2 h zum RuckfluB erhitzt. Die 
Suspension wird mit 10 %-iger Natriumacetatlosung auf pH 5 abgestumpft. Der 
Niederschlag wird abgesaugt und im Exsikkator getrocknet. 
1 H-NMR-Daten in ds-DMSO: 

5 1,1 (T, 3H, -CH 3 ); 1,9 (M, 2H, -CH?-); 2,7 (T, 2H, Ar-CH 2 -); 3,3 - 3,5 (M, 7H, 
N-CH 3 , 2 x N-CHr); 5,5 (S, 1H, =CH-); 6,3 (S, 1H, ArH); 7,4 (S, 1H, ArH); 10,8 
(S, 1H.-OH) 

4. Stufe: 

4-Chlor-9-ethyl-1-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-pyrido[2,3-g]chinol-2-on-3- 
carbaldehyd 
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Zu 3 ml Dimethyiformamid tropft man bei 50 - 55 °C 0.4 g Phosphoroxychlorid. 
Die L6sung wird noch 1 h bei 50 °C verruhrt. Anschliefcend fOgt man bei 
derseiben Temperatur unter Ruhren 0,5 g (1,8 mmoi) 9-Ethy!-4-methoxy-1- 
methyl-6,7,8,9-tetrahydro-pyrido[2,3-g]chinol-2-on gel6st in 6 ml Dimethylfor- 
5 mamid hinzu. Man ruhrt noch 5 h bei 80 - 90 °C. Die intensiv geib gefSrbte 
Losung wird auf 50 ml Wasser und 10 g Eis ausgetragen und 12 h bei 
Raumtemperatur verruhrt. Der hellgelbe Niederschlag wird abfiltriert und 
getrocknet. 

Absorptions- und Fluoreszenzmaximum in Ethanol: X A = 439 nm; X F = 494 nm 
10 1 H-NMR-Daten in CDCI 3 : 

6 1,3 (T, 3H, -CH 3 ); 2,0 (M, 2H, -CH 2 -); 2,8 (T, 2H, Ar-CHr); 3,5 (M, 4H, 2 x N- 
CH 2 -); 3,6 (S, 3H, N-CH 3 ); 6,1 (S, 1H, ArH); 7,7 (S, 1H, ArH); 10,4 (S, 1H, - 
CH=0) 

15 5. Stufe: 
JA210 

0,18 g (0,69 mmol) 9-Ethyl-4-hydroxy-1-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-pyrido[2,3- 

g]chinol-2-on und 0,2 g (0,69 mmol) 4-Chlor-9-ethyl-1-methyl-6,7,8,9- 
20 tetrahydro-pyrido[2,3-g]chinol-2-on-3-carbaldehyd werden in 20 ml Eisessig 

gelost und 20 min in einem 100 °C warmen Olbad erhitzt. Die Losung wird in 

1 00 ml Wasser gegossen und der Niederschlag abfiltriert. Der Farbstoff wird 

chromatographisch gereinigt. 

1 H-NMR-Daten in DMSO-d 6 : 
25 5 1 ,3 (T, 6H, -CH 3 ); 1 ,9 (S, 4H, -CH 2 -); 2,7 (S, 4H, Ar-CH 2 -); 3,4 (S, 6H, N-CH 3 ); 

3,6 (M, 8H, 2 x N-CHj-); 6,2 (S, 2H, ArH); 7,6 (S, 2H, ArH); 8,5 (S, 1H, -CH=) 



Verbindung JA 227 

30 

1 - 2 9 (4,5 mmol) 4-(7-Hydroxy-1,2,3 ) 4-tetrahydrochinol-1-yl)- 
buttersaureethylester und 1,2 g (4,5 mmol) 4-Chlor-7-dimethylamino-1 -methyl- 
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chinol-2-on-3-carbaldehyd werden in 50 ml Eisessig gelost und 5 min in einem 
100 °C warmen Olbad erh'rtzt. Die Losung wird in 500 ml 15 %-iger 
Natriumchloridlosung getropft und der Niederschlag abfiftriert. Der Farbstoff 
wird chromatographisch gereinigt 

5 

B. Farbstoffe mit R 5 = (substituierter) Phenyl-Ring 

Eine bevorzugte Darstellung der Verbindungen wird exempiarisch anhand der 
10 Strukturen 18 (NK 14), 20 (NK 16) und 23 (NK 21) vorgestellt Die 
Eduktsynthesen werden, soweit diese nicht literaturbekannt sind, analog zu 
den in Teil A beschriebenen Beispielen durchgefuhrt Die Synthese der 
Benzoyl-benzoesaure-Derivate erfolgt analog zur literatuit>ekannten 
Darsteltung des 6-(2-Carboxy-3 > 4,5,6-tetrachlorbenzoyl)-1-ethyl-7-hydroxy- 
15 2 T 2 l 4-trimethyl-1 > 2-dihydrochinolins, 

Verbindung NK 14 

20 1,2 g (3,9 mmol) 2-{4-Dimethylaminch2-hydroxy)-benzoyl-benzoesaure und 
1,0 g (3,9 mmol) S-EthyM-hydroxy-l-methyl-e.T^^-tetrahydro-pyridoP^- 
g]chinol-2-on werden in 40 ml 1,1,2,2-Tetrachlorethan bis zur volistandigen 
AuflSsung der Substanzen zum Ruckfluli erhitzt. Nun werden insgesamt 5 g 
Phosphorpentoxid portionsweise zugegeben und die Reaktionsmischung 

25 weitere drei Stunden am Ruckflufi gekocht Nach dem Erkalten wird die 
Mischung mit je 50 ml Wasser und Chloroform aus dem Kolben gelost und 
nach dem Abtrennen der organischen Phase wird die Wasserphase noch 
dreimal mit je 50 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen werden zur Trockene einrotiert und der Farbstoff anschlieSend 

30 saulenchromatographisch gereinigt 

Die Farbstofffraktionen werden einrotiert, der Ruckstand in 50 ml Ethanol 
aufgelost und nach der Zugabe von 10 ml Perchlorsaure (60 %-ig) durch 
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Zutropfen von Wasser ausgefallt. Nach dem Absaugen wird das 
Farbstoffperchlorat sorgfaftig mit Wasser gewaschen und im Exsikkator uber 
Phosphorpentoxid getrocknet. 
Ausbeute: 700 mg 

5 

Verbtndung NK 16 

0,75 g (2 T 22 mmol) ^(a-CarboxybenzoyO-S-hydroxy^^^J-tetrahydro- 
1H,5H-benzo[ij]chinolizin und 0,57 g (2,22 mmol) 9-Ethyl-4-hydroxy-1 -methyl- 

10 6,7,8,9-tetrahydro-pyrido[2,3-g]chinok2*on werden in 40 ml 1,1,2,2- 
Tetrachlorethan bis zur vollstandigen Auflosung der Substanzen zum 
RQckfiufc erhitzt Nun werden insgesamt 5 g Phosphorpentoxid portionsweise 
zugegeben und die Reaktionsmischung weitere drei Stunden am Ruckfluft 
gekocht Nach dem Erkalten wird die Mischung mit je 50 ml Wasser und 

15 Chloroform aus dem Kolben gelost und nach dem Abtrennen der 
organischen Phase wird die Wasserphase noch dreimal mit je 50 ml 
Chloroform extrahiert Die vereinigten organischen Phasen werden zur 
Trockene einrotiert und der Farbstoff anschlieflend saulenchromatographisch 
gereinigt. 

20 Die Farbstofffraktionen werden einrotiert, der Ruckstand in 50 ml Ethanol 
aufgelost und nach der Zugabe von 10 ml Perchiorsaure (60 %-ig) durch 
Zutropfen von Wasser ausgefallt. Nach dem Absaugen wird das 
Farbstoffperchlorat sorgfSltig mit Wasser gewaschen und im Exsikkator uber 
Phosphorpentoxid getrocknet. 

25 Ausbeute: 160 mg 

Verbindung NK21 

30 1,13 g (3,1 mmol) 6-(2-Carboxybenzoyl)-1-ethyI*7-hydroxy-2,2.4-trimethyl- 
1,2-dihydro-chinolin und 0,68 g (3,1 mmol) 7-Dimethylamino-4-hydroxy-1- 
methyl-chinol-2-on werden in 60 ml 1 ,1,2,2-Tetrachlorethan bis zur 



WO 00/64987 



PCT/EP00/03569 



25 

vollstandigen Auflosung der Substanzen zum Ruckfluli erhitzt. Nun werden 
insgesamt 4 g Phosphorpentoxid portionsweise zugegeben und die 
Reaktionsmischung weitere drei Stunden am RuckfluG gekocht. Nach dem 
Erkalten wird die Mischung mit je 50 ml Wasser und Chloroform aus dem 
5 Kolben geiost und nach dem Abtrennen der organischen Phase wird die 
Wasserphase noch dreimal mit je 50 ml Chloroform extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen werden zur Trockene einrotiert und der 
Farbstoff anschUefiend saulenchromatographisch gereinigt. 
Die Farbstofffraktton wird einrotiert, der Riickstand in 25 ml Ethanoi aufgelost 
10 und nach der Zugabe von 8 ml Perchlorsaure (60 %-ig) durch Zutropfen von 
Wasser ausgefallt. Nach dem Absaugen wird das Farbstoffperchlorat 
sorgfaltig mit Wasser gewaschen und im Exsikkator uber Phosphorpentoxid 
getrocknet 
Ausbeute: 50 mg 

15 

C. Beispiele zur Konjugatblidung 
NK41-Maleinimid 

20 100 mg NK 41 (0.2 mmol) werden in 10 ml getrocknetem DMSO geiost und 
mit 100 mg (1 mmol) Maleinsaureanhydrid versetzt. Die Ldsung wird bei 
Raumtemperatur ca. 24 h verrtihrt Man tropft 50 ml einer 10 %igen walirigen 
Natriumperchloratlfisung hinzu und filtriert den ausgefallenen Feststoff ab, 
Der Feststoff wird mit 25 mg Natriumacetat in 5 ml Essigsaureanhydrid 

25 suspendiert und fur 30 min auf etwa 80 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen tropft 
man 30 ml der 10 %igen Natriumperchloratlosung hinzu, filtriert und trocknet 
den Feststoff. 



o 
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NK 41 -Maleinimid-Cystein-Konjugat 

70 mg (0.16 mmol) NK 41-Ma!einimid wird in 20 ml Ethanol gelost und 
portionsweise mit 22 mg (0.16 mmol) Cystein versetzt. Man verruhrt bei 
5 Raumtemperatur und tropft nach 30 min etwa 50 ml einer 10 %igen 
Natriumperchloratlosung hinzu. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und 
getrocknet. 



10 NK 27-Aktivester 

50 mg (0.1 mmol) NK 27 werden mit 0.2 mmol N-Hydroxysuccinimid und 0.2 
mmot Dicyclohexylcarbodiimid in 20 ml Acetonitril gelost Man ISRt 5 h bei 
Raumtemperatur ruhren und rotiert das Produktgemisch ein. Die Reinigung 
erfolgt chromatographisch. 



NK 27-dUTP-Konjugat 

10 mol 5-(3-Aminoaliyl)-dUTP werden in 0.5 ml 0.1 M Natriumborat-Puffer 
(pH 8) gelost und mit einer Losung aus 5 mol NK 27-Aktivester in 1 ml 
20 aminfreiem Dimethylformamid versetzt. Die Losung wird 15 h bei 
Raumtemperatur geriihrt Das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilliert 
und der Ruckstand chromatographisch gereinigt 




S-CH:— CH-COOH 
NH 2 



15 
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Anspruche 

1 . Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel I 




5 als Markierungsgruppen in einem Verfahren zum Nachweis eines 

Analyten, wobei 
Y Sauerstoff oder N-R a bedeutet, 

Ri, R2, R3 und R 8 bei jedem Vorkommen unabhangig Wasserstoff, eine 
Phenyl, eine Phenylalkylgruppe mit 1-3 C-Atomen in der Aikylkette, eine 

10 Polyether- oder eine Kohlenwasserstoffgruppe mit bis zu 20 C-Atomen T 

vorzugsweise mit bis zu 6 C-Atomen t bedeuten, die gegebenenfalls 
einen oder mehrere Substituenten, vorzugsweise ausgewahlt aus 
Halogenen, Hydroxy-, Amino-, Sulfo-, Carboxy-, Carbonyh Alkoxy- 
oder/und Alkoxycarbonylgruppen, enthalten kann, oder einer oder 

15 mehrere der Reste R 1f R 2 , R3 und R& mit einem benachbarten 

Substituenten ein Ringsystem bilden, 

R4, R5. Rs und R 7 jeweils unabhangig Wasserstoff, Halogen, Phenyl, 
eine Hydroxy-, Amino-, Sulfo- oder Carboxygruppe oder eine Kohlen- 
wasserstoffgruppe mit bis zu 15 C-Atomen bedeuten, wobei die 

20 Kohlenwasserstoffgruppen Alkyl-, Afkenyh Aikiny]-, Cycloalkyt-, Aryl- 

oder/und Heteroarylreste umfassen und gegebenenfalls jeweils einen 
oder mehrere Substituenten, vorzugsweise ausgewahlt aus Halogenen, 
Hydroxy-, Amino-, Sulfo-, Carboxy-, Aldehyd-, Alkoxy- oder/und 
Alkoxycarbonylgruppen, enthalten konnen, 

25 wobei einer oder mehrere der Reste Ra, Re und R 7 mit einem 

benachbarten Substituenten ein Ringsystem bilden kftnnen, 
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Cyc einen organischen Rest bedeutet, der ein Ringsystem T ausgewahlt 
aus aromatischen, hetereoaromatischen, chinoiden oder/und 
cycioaliphatischen Ringen umfaftt, das gegebenenfalls einen Oder 
mehrere Substituenten, vorzugsweise ausgewahlt aus Halogenen, 
Amino-, Hydroxy-, Sulfo-, Carboxy-, Aldehyd-, Alkoxy- oder/und 
Alkoxycarbonylgruppen, enthalten kann, und 

X gegebenenfalls zum Ladungsausgleich vorhandene Anionen 
bedeutet. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 p 
dadurch gekennzeichnet, 

dad die Verbindung I kovalent an einen fur den nachzuweisenden 
Analyten spezifischen Rezeptor gekoppelt wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali das Nachweisverfahren aus Nukleinsaure- 

Hybridisierungsverfahren und immunchemischen Verfahren ausgewahlt 
wird. 

4. Verbindungen der allgemeinen Forme! I 




*s o 



I 



Cyc 



R 7 R t 



wobei 



Y, Ri-Ry und Cyc die in Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen 
besitzen, 

X gegebenenfalls zum Ladungsausgleich vorhandene Anionen 
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bedeutet, 

mit cler Maftgabe, daft wenn Y Sauerstoff, R 1( R2 und R 3 Methyl und R 4 , 

R5, Re und R7 Wasserstoff sind, 

Cyc keine Struktur der Formeln I! oder 111 




II 



aufweist- 

5. Verbindungen nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft R1 mit R 7 oder/und R 2 mit R* verbrtickt sind und ein Ringsystem, 
insbesondere einen 5- oder 6-gliedrigen Ring, bilden. 

6. Verbindungen der Formel I nach Anspruch 4 oder 5, worin Cyc eine 
Struktur der Formeln IV T V oder VI 




IV 
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R 9 




VI 



R11 

aufweist, wobei 



5 Ri\ R2 und R3 1 wie Ri, R2 und R 3 in Anspruch 1 definiert sind, und R 9 - 

Rn wie R4-R7 in Anspruch 1 definiert sind. 



7, Verbindungen nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 daft R1' mit Rn oder/und R2 mit R 10 verbruckt sind und ein Ringsystem t 

insbesondere einen 5- oder 6-gliedrigen Ring biiden. 



8. Verbindungen nach einem der AnsprOche 4 bis 7, die einer der 
allgemeinen Formeln Vlla-f entsprechen 

15 
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Vila 



Vllb 




VI Ic 




Vlld 
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Vile 



VI If 



wobei 

die gestricheiten Linien gegebenenfalls Doppelbindungen bedeuten und 
bei Vorhandensein der Doppelbindungen die uber eine gestrichelte Linie 
gebundenen Reste R fehlen T 

X, Y, Ri, R2 und R 3 wie in Anspruch 4 und 5 definiert sind, 
Ri\ Rz und R3 wie in Anspruch 6 und 7 definiert sind, und 
R jeweils unabhangig wie R4 in Anspruch 4 definiert ist. 

9. Verbindungen nach einem der Anspruche 4 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
daR Y Sauerstoff ist. 

10. Verbindungen nach einem der AnsprOche 4 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi R5 ein aromatisches, gegebenenfalls substituiertes Ringsystem 
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umfalit. 

1 1 . Verbindungen nach einem der Anspruche 4 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie eine zur kovalenten Kopplung fahige Gruppe aufweisen. 

1 2. Verbindungen nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Kopplungsgruppe -COOH, -NH 2 , -OH oder/und -SH ist 

13. Verbindungen nach Anspruch 11 Oder 12,, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie uber Kopplungsgruppen an einen Trager oder/und an ein 
Biomolekul gekoppelt sind. 

14. Verbindungen nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Trager ausgewShlt ist aus porosem Glas, 
lonenaustauscherharzen, Kunststoffen, Dextranen, Cellulose, 
Cellulosederivaten oder/und hydrophilen Polymeren. 

15. Verbindungen nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das Biomolekul ausgewahlt ist aus Peptides Polypeptides 
Nukleotiden, Nukleosiden, Nukleinsauren, NukleinsSureanaloga 
oder/und Haptenen. 
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Abbildung 1 : JA 227 
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5 Abbildung 2: NK 13 



10 
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Wellenlange, nm 
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5 Abbiidung 3: NK 14 



10 




Wellenlange, nm 



